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It has long been known that certain yeast strains belonging to various species 
produce proteinous substances that kill sensitive strains. These proteins are called killer 
toxin, and killer toxins discovered from various kinds of yeasts and fungi have been 
studied so far. It is interesting that eaeh killer toxin has distinctive function and structure. 
The functional variety of killer toxins is convenient for the application to the industry. 
Actually, many scientists have investigated the killer toxins and tried the various 
industrial uses. However, the industrial application was difficult in spite of many efforts, 
because of the lack ofthe detailed data on the function of the killer toxins. Therefore, it 
is necessary that the killer mechanisms of the killer toxins will be elucidated by the 
accumulation of the experimental data using the biophysical technique. 
SMKT (Salt-mediated killer toxin) produced by halotolerant yeast. Pichia farinosa 
KKI strain, is a kind of the killer toxin. The toxin consists of two distinct subunits, 
alpha and beta, which are tightly linked without a disulfide bond under acidic conditions. 
Under neutral conditions, however, the alpha subunit precipitates, resulting in the 
dissociation of the subunits and the loss of killer activity The nucleotide sequence of 
the SMKI gene predicts a 222 amino acid preprotoxin with a typical signal sequence, 
the hydrophobic alpha, an interstitial gamma polypeptide with a putative glycosylation 
site, and the hydrophilic beta. Amino acid sequence analyses of peptide fragnents 
including the carboxyl-terminal peptides from each subunit suggest that the alpha and 
beta subunits consist of amino acid residues 19-81 and 146-222 of the preprotoxin, 
respectively, and the molecular weight of the mature alpha beta dimer is 14,214. Thus, 
SMKT is the protein studied well using the biochemical and biophysical techniques. 
However in spite of the many studies for ten years, the killer mechanism of SMKT is 
still unknown. Recently the experimental result that SMKT associates directly with the 
membrane of liposome was obtained (Suzuki et al., 2001). The result strongly suggests 
that the interaction between SMKT and any specific receptor in the membrane bilayer is 
unessential, because the liposome used has no such specific receptors. To verify this 
interesting report and to elucidate the killing mechanism of SMKT, this biophysical 
study has been done. 
This thesis describes about the results of the study using the biophysical techniques 
for the elucidation of the killer mechanisrrL of SMKT. In the first half of this thesis, the 
establishment of the new methodology of analyzing protein association is described and 
in the latter half, biophysical studies of SMKT (i,e., the structural change and 
interaction with lipid and SMKT) using NM:R, CD, fluorescence analysis and spin 
probe ESR techniques, are described. Finally, the killer mechanism by SMKT is 
proposed on the basis of structural changes of SMKT in the hydrophobic enviroument. 
I. The establishment of the new tool of analyzing for protein association: 
The difficulty on the study of the property of protein (e.g., SMKT) in the aqueous 
solution is lack of the proper methodology. The airn of the work in this chapter is to 
establish a new methodology for the evaluating the properties of proteins, such as 
structural change and mobility change provoked under various conditions. PGSE 
(pulsed-gradient spin-echo) NMR measurernent is one of the most useful tools on such 
study in the aqueous solution. The experimentally obtained diffusion coefficients (D) of 
lysozyme as a model of spherical protein in the various biological conditions were 
analyzed. It is concluded that the diffusion coefficient of the protein sensitively 
responses to the changes of electrostatic interaction and the effect of crowding, as well 
as the size of the aggregated particles of the protein molecules. The findings from 
lysozyme are useful for investigation ofproperties of SMKT. 
II. Biophysical study of SMKT for the elucidation of its killer mechanism: 
To obtain the evidence of the structural change of SMKT under the variable 
envirouments, especially in hydrophobic environment, is necessary for better 
understanding of the killer meehanism. The aim of this chapter is to obtain the 
experimental data on the structural change of SMKT in the hydrophobic environment 
and to examine the construction of killer mechanism. The interesting data were obtained 
by the biophysical experiments (i.e., NMR, fluorescence analysis and CD Spectrum 
Measurement). Furthermore, the interaction between the lipid and SMKT also became 
clear experimentally. A proposed killer mechanism of SMKT is as the following. When 
SMKT contacts the lipid membrane, remarkable change of SMKT structure is caused 
because of hydrophobic envirorurlent. SMKT dissociates to two subunits and enter to 
lipid membrane. This impact of structural change of SMKT probably is enough to kill 
the yeast. Each subunit entered into the membrane adapts on the hydrophobic 
enviroument and interacts to lipid by changing the structure. 
Results obtained are expected to provide the clew to the further experiments for 
perfect elucidation ofthe killer mechanism in the future. Furthermore, the elucidation of 
killer mechanism will be expected for development of new applications of yeast in the 
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3mM0，884 0．89 1．05 66．5±0．8 “．8±0．7 9．4
5mM 0，809 0．72 1．03 68．9±1．2 14．6±1．0 14．8
6mM0，773 0．65 1．04 23．9±0．9 9．9±0．8 27．4
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図N－8SMKT添加及び無添加のリポソーム中に含まれるスピンプローブのESRスペクトル
45℃において、SMKTを添加したリポソームのESRスペクトルは、固体状態のス
ペクトルと溶液状態のスペクトルに分離された。この事は、SMKTはリポソームを
破壊し、強い相互作用による会合体を形成したことを示唆する。SMKTと脂質との
モル比は1：333であり、僅かなSMKTによってESRで観測されるレベルの脂質の
運動性が低下したことは、SMKTの構造がきわめて脂質と相互作用しやすいことを
示唆した。
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Liposome（50℃）
SMKT＋Liposome
　　　　SoHd
Liposome（・30。O）
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図W－9低温（一80。C）状態のリポソームの中に含まれるスピンプローブのESRスペクトル
一80℃の凍結状態にある非常に運動性が低いリポソームのESRスペクトルと
SMKTを添加したリポソームから抽出された固体状のスペクトルはほぼ同一レベ
ルの遅い運動性であることが明らかとなり、SMKTと脂質どの強固な結合が示唆さ
れた。
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総合考察
l　PGSE柵R法のタンパク質研究への有効1生
　PGSE剛R法は、一般に水分子などの緩和時問が長く、拡散の速い分子に対して盛んに研究
されてきた。タンパク質の研究では緩和時問が短く、拡散の遅い分子にあったパルス系列を
選択しなくてはならない。Stimulated～Echoパルス系列は、タンパク質の拡散係数測定にも
有効であり、精度の高いデータの取得が可能であった。第II部におけるリゾチームの拡散係
数の網羅的測定では、水溶性の球状タンパク質であるリゾチームの静電相互作用、群衆効果
などのタンパク質分子間相互作用を敏感に反映した。また、分子会合にともなう粒子サイズ
の増大についても拡散係数は敏感にそれを反映した。PGSENMR法の拡散係数測定は、もっと
も直接的な拡散測定の分析手段であり、見かけの拡散係数にはタンパク質の相互作用などの
複雑な要素が含まれ、データの解釈には注意が必要である。しかしながら、粒子サイズに関
する確認は、一次元臨Rスペクトルによるタンパク質の線形の確認（図∬一9参照）によって容
易に判別が可能である。また静電相互作用の効果については、pH条件やイオン強度を変えて
測定（図H－5参照）する事で容易に確認が可能である。同様に群衆効果の確認についても、タ
ンパク質濃度を低下させ測定する事によって評価が可能である。また、結晶化条件であれば、
タンパク質の結晶化をサンプル管内で行い拡散係数の上昇を確認した後、最終的に漸近した
拡散係数を読みとることによって、単量体の拡散係数を測定（図豆一8参照）することも可能で
ある。このように、PGSE　NMR法による拡散係数の評価は、剛R測定のみの確認で十分解決す
ることが可能である。さらに、必要に応じて他の分析手段による結果と比較をすることによ
って、この新しい分析手段のデータの信頼性はさらに高まる。
PGSE　NMR法の拡散係数はまた、タンパク質立体構造の形状（球形からどのくらい外れてい
るか）についても反映した（図皿一3参照）。特に、劇的な構造変化がタンパク質構造に起きた
場合には、拡散係数の変化として表れると考えられる。
PGSE剛R法が、本研究でタンパク質の溶存状態を解析する手段として有効であることが明
らかになったことで、タンパク質の結晶化条件のスクリーニングやタンパク質構造変化、タ
ンパク質の相互作用などの確認が、容易になると期待される。
近年、PGSE醐R法の利用法として盛んに行われるものとしては、結合している分子と遊離
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している分子が異なる拡散係数を示すことによる、不純物の同定などがあげられる。具体的
には異なる強度の磁場勾配パルスによるスペクトルの測定結果の差スペクトルをとり、同一
分子上のシグナルを相殺して、遊離している成分のスペクトルを抽出する作業による。
このようにPGSE蝋R法をとりまく技術は進歩し応用されていることから、本研究において
タンパク質の溶存状態に関する有効性が確かめられたのに止まらず、将来的には磁場勾配パ
ルスを用いた他の測定との組み合わせによって、より複雑な解析が可能になると期待される。
2本研究で得られたSMKTの機能解明における新しい知見
SMKTに関する10年以上にわたる研究では、1989～1995年に鈴木らによって行われた、キ
ラー酵母の分離及び同定、SMKTの単離、遺伝子及びアミノ酸配列の決定、アッセイ法の確立
に始まり、その後のX線結晶構造解析による立体構造解明（1996年）、CDによるpH及びイオ
ン強度変化におけるS照丁二次構造の溶液依存性の確認（1997年）が行われてきた。しかし、
これらの解析手段の結果は、キラー機構の解明へ結びっくことはなかった。
　キラー機構の解明にはSMKT構造変化または相互作用に関する状況証拠の取得の積み重ね
が必要であることから、本研究における生物物理学的分析手段によるSMKTのモデル実験が
行われた。分光学的な分析法であるこれらの測定は、生物を用いた実験系に対して高い再現
性が期待できることから、SMKTの構造変化に関するデータの信頼性は高い。また、S懸丁の
結晶構造が既に解明されていること、SMKTの脂質二重膜へのポア形成が実験的に確認された
ことも、本研究をする上での土台となった。
第皿部におけるSMKTの拡散係数測定において、ほぼ同じ分子量のリゾチーム単量体とSMKT
の拡散係数（pH2－5）が一致したことは、SMKTが一般の球状タンパク質（単量体）同様にコロイ
ド的かっポリマー的な性質を有していることを示唆した。この結果により、鈴木らによって
確認されたSMKTの脂質二重膜へのポア形成が、SMKT単量体によって起こると結論した。
第IV部におけるSMKTのTrpの蛍光スペクトル測定では、TFE濃度が上昇する過程で明らか
なSMKTの構造変化が蛍光スペクトルのTrpピークのレッドシフトによって確認された（図IV
－4A参照）。レッドシフトはTrpがバルク水に露出したときに起こるスペクトル変化であり、
疎水環境においてSMKTの構造が崩壊したことを示唆した。さらに、この構造変化は再び親
水性の環境に戻された時にもSMKT本来の吸収波長に戻らなかった（図IV－4B参照）ことから、
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非可逆的な反応系であると結論された。SMKTの構造が崩壊したと考えられた溶液条件はTFE
濃度20％以上の条件であった。この時のSMKTのスペクトルは明らかにβサブユニットそのも
のであった。この時βサブユニットは構造を持たず遊離していたと考えられた。また、αサ
ブユニットはシグナルが消失したことから、巨大な会合体を形成していると推測された。CD
測定におけるTFE濃度20％のSMKT溶液は白濁によってシグナル強度が低下していた。この白
濁の原因がαサブユニットの会合体であると推測された。
　CDによるTFE濃度上昇過程の各サブユニットの二次構造変化確認試験では、αサブユニッ
トはβシートを構築し、βサブユニットはαヘリックスを構築するという結果が得られた。
それぞれのサブユニットにおいて疎水環境において溶存するために固有の二次構造を形成
し適応することは、非常に興味深い結果であった。生体膜に相互作用を持つペプチド（マガ
イニンなど）が生体膜に侵入してαヘリックスを形成して、数分子が会合してチャンネルを
形成することは有名であるが、SMKTの疎水環境における二次構造変化もこれによく似た、構
造特性であるかもしれない。この点は、今後の研究テーマとして考えたい。
　スピンプローブESR測定による、SMKTと脂質との相互作用については、45℃のESR測定に
おいて強固なSMKTと脂質との結合を示すスペクトルが確認された。また、比色法である
Bradford法によるタンパク質の確認結果から、SMKTが室温において脂質に取り込まれるこ
とが確認され、25℃においてもS甑丁は脂質と相互作用していると推定された。25℃ではSMKT
のリポソームヘの添加によってESRスペクトルに明確なスペクトル変化が得られなかりたも
のの、SMKTと脂質とのモル濃度比が1：333であることから考えれば、むしろ当然の結果であ
った。ではなぜ45℃において、SMKTの脂質に対する凝集性が確認されたか？この要因は、
温度による脂質問の相互作用の減少による効果ではないかと推測した。熱によるSMKTの構
造変化が起きただけでは、モル濃度比に大きな差があるだけに、脂質への凝集性が飛躍的に
高まることは考えにくい。むしろ、脂質間の相互作用の低下によって相対的にSMKTと脂質
との相互作用が高まったと考える方が自然である。この、SMKTと脂質の相互作用がSMKTの
キラー機構においてどういう役割を果たすかについては、現在のところ不明である。しかし、
CDの結果から明らかなように、膜に取り込まれたSMKTは疎水環境の中で解離し、各サブユ
ニットはそれぞれ固有の立体構造を形成して脂質と相互作用していることは事実のようで
ある。
SMKTのキラー機構の中心的な作用は、SMKTが脂質と接触した際の、劇的な構造変化によっ
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て引き起こされる細胞膜の破壊によるものと考えられるが、偶然にも膜の再構築が起こり、
死滅しないで生き残った酵母の細胞膜に潜入したSMKTの各サブユニットが二次的なキラー
作用を持つ可能性も否定できない。いずれにしても本研究結果であるSMKTの構造変化の確
認は、鈴木らのSMKTと膜との相互作用に関する実験結果を裏付ける結果であった。
　以上の研究結果で明らかになったSMKTの脂質二重膜への相互作用に関する仮説を図V－1
に示した。
本研究によって、SMKTと脂質との相互作用に関する証拠を得て、キラー機構の仮説をたて
ることができたことは、SMKTの機能の完全解明につながる大きな足がかりであった。
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図V－1SMKTの膜との相互作用に関する仮説
　　　　SMKTは膜へ接近し、膜へ進入する。このとき、SMKTの構造は二つのサブユニッ
　　　トヘ解離する。その後、再構成された膜と各サブユニットは固有の立体構造で一体
　　　化する。その後、温度の上昇などによって各サブユニットは脂質と凝集する。
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3本研究の産業界への貢献
　本研究の応用性については、3つの方向性が考えられる。一つは、食品生産、環境浄化な
どの分野での酵母利用に関する応用である。しかし、現在キラー酵母を実際の応用に結びっ
ける研究は衰退している。その理由としては、特定の微生物の優先的な培養方法が確立され
ていること、キラートキシンの遺伝子を組み込んだ酵母がうまく機能しないことによる。し
かし、人為的な微生物の培養条件のコントロールが不可能な分野で、既存の培養技術の適応
は困難である。たとえば、毒性の強い環境汚染物質の浄化における酵母の利用、近代的な施
設を持たない地域での食品生産などである。より強い品種の酵母を作り上げるためのキラー
トキシンの研究は、なにか一っの技術革新によって注目されることも十分に予想される。
　二番目の応用分野は、SMKTの構造特性をモデルとした新しいタンパク質のデザインである。
今後、タンパク質工学の研究分野において、タンパク質の発現、フォールディングに関する
方法論が確立されれば、飛躍的に新種のタンパク質が人工的に設計され、生産されると考え
られる。SMKTが膜へ相互作用する機能をモチーフとした新種のタンパク質の設計によって、
抗真菌薬、抗生物質の生産が期待される。これらは、人類から家畜、水産養殖業にかけて幅
広く応用が期待できる。
三番目は、SMKTの機能が明らかにされることで、タンパク質の構造と機能に関する新しい
知見が、今後のタンパク質研究分野のデータの蓄積に貢献する点を挙げたい。現在のタンパ
ク質の研究分野は、機能に関する方法論が十分に確立していない。これには一つ一つのタン
パク質の機能を丁寧に解明していく基礎研究の積み重ねがぎわめて重要である。本研究はそ
ういう意味では、膜との相互作用を持っタンパク質の機能を明らかにすることで、タンパク
質の分子機械としての新しい知見をもたらした。機能性高分子であるタンパク質の研究は、
21世紀の生命科学の中心的な焦点となる。この意味で本研究が、タンパク質機能の総合理解
のために担った役割は大きい。
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